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(54)TStulo: METODO DE OBTENCION DE RlBONUCLEASA DE RNA RIBOSOMICO CON ACTIVIDAD INHIBIDO- 
RA DE BIOSINTESIS PROTEICA A PARTIR DE SEMILLAS DE CUCUMIS SATIVUS L. Y SU UTILIZA- 
CION 

(57) Abstract 

It has been possible to obtain from the seeds of the plant Cucumis sativus L. a protein which behaves like a catalytic inhibi- 
tor of the biosynthesis of proteins both of procaryotic and eucaryotic systems. The protein that we have named cusativin has been 
obtained and purified to electrophoretic homogeneity through the following steps: a) obtaining saline extracts from seeds; b) ob- 
taining acidifyed extracts from the prior extracts; c) chromatography through S Sepharose Fast Flow (Pharmacia- LKB); d) ultra- 
filtration through membrane YM-10 of Amicon; e) chromatography through Sephadex G 75 (Pharmacia-LKB); 0 chromatogra- 
phy through CM Sepharose Fast Flow; g) ultracentrifugation through membrane YM-10 of Amicon; h) chromatography through 
Superdex 75-F.P.L.C. (Pharmacia-LKB); i) dialysis; j) chromatography through Mono-S (F.P.L.C., Pharmacia-LKB); k) dialysis 
and lyophilization of the resultant protein. 

(57) Resumen 

De las semillas de la planta Cucumis sativus L. se ha obtenido una proteina que se comporta como inhibidor catalitico de 
la biosintesis de proteinas tanto de sistemas procariontes como eucariontes. La proteina que denominamos cusativina se ha obte- 
nido y purificado hasta homogeneidad electroforetica mediante los siguientes pasos: a) obtencion de extractos salinos a partir de 
semillas; b) obtencion de extractos acidiflcados a partir de los extractos anteriores; c) cromatografia a traves de S Sepharose Fast 
Flow (Pharmacia-LKB); d) ultrafiltracion a traves de membrana YM-10 de Amicon; e) cromatografia a traves de Sephadex G 75 
(Pharmacia-LKB); f) cromatografia a traves de CM Sepharose Fast Flow; g) ultracentrifugacion a traves de membrana YM-10 
de Amicon; h) cromatografia a traves de Superdex 75-F.P.L.C. (Pharmacia-LKB); i) dialisis; j) cromatografia a traves de Mono- 
S (F.P.L.C., Pharmacia-LKB); k) dialisis y liofilizacion de la proteina resultante. 
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DESCRIPCION 

Titulo 

METODO DE OBHNCION DE RIBONUCLEASA HE RNA RIBOSOMXOO OON ACTIVIDAD 
INHXE1D0RA DE BIOSINTESIS FROJEICA A PARSER DE SOCEUAS DC 

CUCUMIS SATIVUS L. Y SU UTILIZACION. 

5 

Sector t6cnico 

Bioqufmica, Biologfa Molecular 

10 

Estado de la tfcnica 

La presente invenci6n se refiere a la obtencidn y uso como inactivador de Icido ribonucl&co 
y en particular el de tipo ribos6mico que provoca la inhibicidn de la biosfntesis de protefnas, 

15 de una protefna presente en las semillas de Cucumis sativus L. En el reino vegetal existen 
algunas especies que contienen actividades inhibidoras de la biosfntesis de protefnas en 
sistemas derivados de organismos eucariontes y procariontes, son de naturaleza prot£ica e 
incluyen RNAasas y N-glicosidadas y se conocen colectivamente con el norabre de protefnas 
inactivadoras de ribosomas (Gasperi-Carapani y cols. BiochemJ. 186. 439-441 [1980] ; 

20 Gasperi-Campani y cols. J.Nat.Prod .48 .4 46-454 [1985]; Ferreras y cols. Cell.Mol.BioL35. 89- 
95 [1989]; Merino y cols. J.Exp.Bot. 41 .67-70 [1990]; Olson y Goerner U.S.Patent 3 230 153; 
Veldman y cols. Nucleic Acid Res. 9 ,6935-6952 [1981]; Fando y cols. Eur.J.Biochem. 149 ,29- 
34 [1985]). Estas protefnas tienen una masa molecular (Mr) entre 16000 y 33000, son de 
naturaleza b&sica e impiden el funcionamiento ribos6mico de manera catalftica por 
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25 inactivacidn del Scido ribonucldico (Jimenez y Vdzquez, Annu.Rev.Microbiol. 39 .649-672 
[1985]; Roberts y Selitrennikoff, Biosc.Rep.6 .19-29 [1986]; Stirpe y Barbieri, FEBS 
Lett 195 , 1-8 [1986]; Endo y Tsunigi, LBioLChem . 262. 8 1 28-8 1 30 [1987]; Stirpe y cols. 
Nucleic Acid Res. 16 . 1349- 1357 [1988]; Veldman y cols. Nucleic Acid Res. 9 .6935-6952 
[1981]). El papel bioldgico de estas toxinas en la planta que las produce es totalmente 

30 desconocido (Roberts y Selitrennikoff Biosc.Rep.6 .19-29 [1986]). Estas protefnas son 
inmunoldgica y qufmicamente diferentes unas de otras aunque guardan alguna homologia 
secuencial en los aminoicidos del extremo amino- terminal en particular cuando las toxinas 
pertenecen a la misma familia taxondmica (Montecucchi y cols. IntJ.Peptide Protein 
Res.33. 263-267 [1989]). Su enorme interns reside en que se utilizan en la construcci6n de 

35 inmunotoxinas para terapia del cancer (Vitetta y Uhr, Annu.Rev.Immunol.3. 197-212 [1985]; 
Frankel y cols. Annu.Rev.Med.37. 125- 142 [1986]; Koppel .Bioconi.Chem.1 .13-23 [1990]; 
Lord, Plant Phvsiol.85. 1-3 [1987]) y del androme de inmunodeficiencia adquirida (Till y 
cols. Science 242 .1166-1168 [1988]; Ghetie y cols. Bioconi.Chem. 1, 24-31 [1990]). Muy 
recientemente se ha encontrado que diversas N-glicosidasas de este grupo y en particular la 

40 llamada thcosantina poseen per se caricter inactivador del virus RNA HTV-1 que es el agente 
etiol6gico del sindrome de inmunodefiencia adquirida (McGrath y cols. 
Proc.Nad.Acad.Sci.USA 86 .2844-2848 [1989]; Lee-Huang y cols. FEBS Lett.272. 12-18 
[1990]; Lee-Huang y cols. Proc.Natl.Acad Sci.USA 88 .6570-6574 [1991]; Zarling y cols. 
Nature 347. 92-95 [1990]). Por otro lado se sabe desde hace tiempo que las RNAasas a- 

45 sarcina, mitogillina y restrictocina poseen carfcter an ti tumoral frente a sarcoma 180, 
adenocarcinoma 755 y leucemia 1210 (Olson y Goemer U.S.Patent 3 230 153; Olson y cols. 
AdpI. Microbiol. 13 322-326 [1965]; Roga y cols. Cancer Chemother. Rep.Pan 1 55 .101-113 
[1971]). Dado que las protefnas son substancias antig£nicas poderosas, para poder abordar 
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cualquier tipo de terapia con ellas es necesario disponer de una bateria de dichas toxinas lo 
50 mas amplia posible con el objeto de seleccionar la menos inmunoreactiva por un lado y de 
poder substituir la toxina o la pane t6xica de la inmunotoxina segun se van desarrollando 
anticuerpos neutralizantes en el paciente, por otro lado. Aderaas no todas estas toxinas 

* 

prot&cas poseen la misma citotoxicidad (Lee-Huang y cols. Proc.NatLAcad.Sci.USA 88,6570- 



55 



70 



6574 [1991]). 



Explicaci6n de la invenci6n 



La presenie invenci6n consiste en la obtenci6n de una protefna 

60 que en base a sus propiedades qufmico-ffsicas, inmunogdnicas y bioqufmicas se pueden 
clasificar en el gmpo de proteinas vegetales inactivadoras de ribosomas. Esta protefna degrada 
catalfticamente el icido ribonucMico (RNA) y provoca la inhibicidn de la biosfntesis de 
protefnas en sistemas derivados de bacteiias y organismos eucariontes, mamfferos y plantas. 
Sus aplicaciones nils imponantes son: como inhibidor de biosfntesis de proteinas en sistemas 

65 in vitro, como inhibidor de biosfntesis de proteinas en c£lulas permeabilizadas como 
consecuencia de la infeccidn de un virus animal, como inhibidor en c£lulas y tejidos acoplada 
a anticuerpos monoclonales especfficos de dichas c&ulas y tejidos y como potencial antiviral 
contra virus RNA. 



Modos de realizar la invenci6n 
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Los varios aspectos de la invenci6n se describen con el siguiente ejeraplo que no intenta 
limitar en algun raodo la invenddn. El ejemplo se desglosa en ties partes: a) obtendon de 
cusativina a partir de Cucumis sativus L.; b) caracterizadon quimico-fisica, com 
de aminoaddos, obtencion de peptidos tripticos; secuenda de aminoaddos de aigunos 
"-^'1os tripticos, desarrollo de anncuerpos polidonales en conejo y actividad RNAasa 
del RNA ribosomico ; c) inhibition de la biosfntesis de proteinas. 



n 



80 a) obtendon de cusativinn 



500 g de semillas secas de Cucumis sativus L. se trituraron en un moliniUo hasta conseguir 
un polvo fine que se extrajeron con 4 I de solucidn 140 mM cloruro sodico y 5mM fosfato 
monosddico ( P H 7.2) a 4°C durante 12 h. La pasta resultante se filtrd a travds de malla para 
queso para eliminar los sdlidos remanentes. El extracto lfquido se acidified a pH 4 con acido 
ac6tico glacial y los sdlidos que aparecieron se eliminaron por centrifugaci6n a 10000 x g 
durante 45 min a 0°C. El fluido sobrenadante (2770 ml) se filtro a traves de un lecho 
cromatogrffico de 5 cm de diametro y 0^ cn de altura de Sephadex G-25. El fluido filtrado 
se sometid a cromatograffa de intercambio idnico en S Sepharose Fast How (columna de 5 
x 12,7 cm). La soluci6n de equilibrado de columna fue acetato s6dico 10 mM (pH 4,5). El 
fluido protdico acidificado se aplic6 a la columna. La parte no retenida a Is? columna se 
desechd. A continuacidn la columna se lav6 con solucidn de acetato sodico 10 mM (pH 4,5) 
hasta que la absorbancia a 280 nm se redujo al mfnimo. A continuacidn se lavd la columna 
con solucidn de fosfato monosddico 5 mM ( P H 7). Los dos lavados se desecharon. Por ultimo 
la columna se eluyd con solucidn 1 M de cloruro sddico y 5 mM de fosfato monosddico (pH 
7). La proteina eluida en 465 mL se sometid a ultrafiltracidn a travel de membrana YM-10 
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de Amic6n. El concentrado proidico se soraeti6 a cromatografia en Sephadex G 75 en 
columna de 5 x 90 cm, preequilibrada y eluida con solucidn de fosfato monosddico 5 mM 
(pH 7). Todas las fracciones (600 mL) conttniendo actividad inhibidora de biosfntesis de 

100 protefnas en un sistema de higado de rata se recogieron y se juntaron. Esta preparacidn 
prot&ca se someii6 a continuacidn a cromatograffa de intercambio i6nico en gradiente de 
fuerza idnica en CM-Sepharose Fast Flow ( columna de 2,5 x 8 cm), preequilibrada con 
solucidn 5 mM fosfato monosddico (pH 7). Primero se fijd la protefna y despuds se aplicd 
el gradiente i6nico consistente en 0,775 L de solucidn 5 mM de fosfato monosddico (pH 7) 

105 y 0,775 L de soluci6n 400 mM de cloruro sddico. La velocidad se ajust6 a 7 mL por min. y 
se recogieron fracciones de 10 mL. Las fracciones (162 mL) conteniendo actividad inhibidora 
de biosfntesis de proteuias se recogieron y se concentraron por ultrafiltraci6n con membrana 
YM-10 de Amicon. La solucidn resultame se cromatografi6 en columna Superdex 75-FPLC 
equilibrada y elufda con solucidn de 400 mM NaCl y 5 mM fosfato monosddico (pH 7). El 

110 segundo pico elufdo era cusativina. La protetna contenida en dicho pico se dializd 
extensivamente frente fosfato monosddico 5n*M (pH 7). La solucidn se sometid despugs a 
cromatograffa en columna Mono S- FPLC equilibrada con solucidn 5 mM fosfato monosddico 
(pH 7). La columna se eluyd con un gradiente de 50 ml de 100 mM NaCl y 5 mM fosfato 
monosddico (pH 7) y 50 ml de 300 mM NaCl y 5 mM fosfato monosddico (pH 7). El primer 

115 pico de protefna elufdo (el mayoritario) se dializd frente a agua (Milli Q de Millipore) y se 
liofilizd. 

b) caracterizacion quimico-fisica, composicion, peptidos tripticos, secuencia aminoacidica 
de diversos peptidos t actividad RNAasica del RNA ribosomico y actividad inmunogenica 
120 de cusativina. 
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- Caracterizaci6n Quimico-ffsica 

La masa molecular relativa (Mr) se determind por electroforesis en geles de poliacrilamida 
(15 % acrilamida y 2,7 % bis-acrilamida) por el procedimiento de Laemmly (Nature 227 . 680- 
685 [1970]). Se utilizaron como protefnas patr6n las siguientes: 
125 albumina sdrica bovina (68000), L-glutamato deshidrogenasa (54400), alcohol deshidrogenasa 
(37000), anhidrasa carbdnica (29000) e inhibidor de tripsina (20100). 
La Mr obtenida fu6 22( 



130 



ill 



Cusativina no posee cadenas glucidicas reactivas con el sistema de deteccidn de glicanos de 
Boehxinger (Glycan Detection Kit, Boehringer Mannheim). 



La termoestabilidad de la cusativina se detennind por calentamiento de la proteina a distintas 
temperaturas en ausencia o presencia de glicerol o trehalosa. La proteina es termosensible, 
inactivandose parcialmente a partir de los 60°C y totalmente a 95°C durante 20 min. 



135 ' Composici6n. pgptidos trioticos v secuencia aminoacfdica de algunos pgptidos 

La composici6n de aminodcidos determinada por hidrdlisis icida de las proteilnas y anilisis 
cromatogrifico de los aminoacidos resultantes se realizd por tdcnicas standard descritas en la 
literature (Barber y cols. JManiaJ76,22 1-229 [1988]). La proteina se hidroliz6 con 5.7 M de 
Scido clorhfdrico conteniendo 0,05 % (v/v) de mercaptoetanol en tubos sellados al vacio 

140 durante 24 h. Los anilisis se realizaron con un equipo Beckman 6300 equipado con un 
integrador CR3A Shimadzu). 
Los valores se relacionan en la tabla 1. 



Tabla 1. Composicidn de aminoacidos de la cusativina 
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Aminoacido 
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Cusativina (residuos) 



150 



155 



160 



165 



Cys 


N.D. 


Asp 


23 


Thr 


13 


Ser 


10 


Glu 


18 


Pro 


14 


Gly 


17 


Ala 


12 


Met 


4 


He 


10 


Leu 


13 


Tyr 


4 


Phe 


13 


Lys 


15 


His 


6 


Arg 


11 


Tip 


N.D. 



error de ± 2 restos. 
N.D. no determinado 



Se admite un 



La digesti6n de cusativina con tripsina 1,5 % (p/p) durante 4 h a 37°C rindi6 una colecci6n 
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de pgptidos que pudieron ser resueltos por cromatograffa en H.P.L.C. con columna C 18 Nova 
170 Pak de fase reversa. El patr6n de dichos pfptidos en estas condiciones es el mostrado en la 
figura 1. 

Figura 1. Perfil de los pfptidos tripticos de la cusativina. 

175 La cromatograffa se realiz6 con gradiente agua-acetonitrilo. A: 0 t l % (v/v) 

trifluoroacdtico; B: acetonitrilo con 0,1 % (v/v) trifluoroac£tico. .Elucidn: 5 rain de A y 
despu£s gradiente de 0-40% de B. 

La secuencia aminoacfdica de diversos pfptidos tripticos de la cuativina se determine, corao 
180 se indica en Limas y cols. (Plan ta 181. 1-9 [l£90]) t con un secuenciador de proteinas Knauer 
modelo 810 equipado con un analizador de PTH-aminoicidos (feniltiohidantoilderivados de 
los aminoacidos). Las secuencias se determinaron en presencia de polibreno. Las secuencias 
son las indicadas en la figura 2. 

185 



Figura 2. Secuencias de algunos pdptidos tripticos de la cusativina. 

P6ptido N* 21: I-A-H-L-E-N-D-L-N-V-V-W-P-N-V-V-T-I-N-N-K 
190 Pfptido N° 19: S-F-T-H-G-L-W-P-N-K 
Pdptido N° 18: P-P-X-G-H-E-X-N-K 
PSptido N° 13: Y-F-Q-T-A-I-N-M-R 
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P6ptido N° 31: A-S-N-G-Q-V-L-L-T-E-I-V-M-X-F-D-D-D-X-X-T-L 

195 

- Actividad RNA&ica de la cusativina 

La actividad RNAlsica de la cusativina se determin6 incubando ribosomas purificados de 
Lisado de ieticulocito de conejo con cantidades variables de la protefna. Despu6s se extrajo 

200 el rRNA con fenol (Maniatis y cols. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. 1982) y se someti6 a electroforesis en geles de 
poliacrilamida (4,85 % acrilamida y 0,150 % bisacrilamida) y 7 M de Urea. Despu£s se 
tirieron los geles con bromuro de etidio. 2(0 pg de ribosomas purificados de lisados de 
reticulocitos se incubaron con 10 ng/ml(l), 100 ng/ml(2) o 600 ng/ml(3) de cusativina en 

205 solucibn Tris-CIH 25 mM, KC1 150 mM y (Ac0) 2 Mg 8 mM, durante 15 min a 37°C Despu6s 
el rRNA se extrajo de estas mezclas de reaccidn con un volumen de fenol saturado de Tris- 
CIH 0,1 M, en presencia de 5mM EDTA La extraccidn con fenol se realiz6 otras dos veces 
y finalmente el rRNA se precipit6 con dos volumenes de etanol en solucidn de acetato de 
sodio 0,3 M (pH 5,2), a -80°C durante 2 h. El anilisis electrofor€tico se realiz6 como sigue. 

210 El precipitado de rRNA se resuspendid en agua, 6fig de rRNA en tamp6n de electroforesis 
(100 mg/ml de sacarosa, 7 M de urea, 0,4p/ml de azul de bromofenol, 89 mM de Tris-CIH, 
89 mM de icido b6rico y 2,5 mM de EDTA) se colocaron en cada uno de los pocillos del 
gel de poliacrilamida (4,85% acrilamida y 0,150% de bisacrilamida preparado segun Sandra 
Sallustio and Pamela Stanley, J.Biol.Chem. 1990, 265, 582-588). La electroforesis se llev6 

215 a cabo a 20 mA durante 45 min en un sistema de minigeles (Mighty Small, Hoefer). El tenido 
del gel se realizti con 0,5 jig/ml bromuro de etidio durante 20 in. La visualization se realiz6 
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con transiluminador de Umpara de U.V. Los resultados de estos experimentos realizados con 
cusativina y ribosomas de lisados de reticulocitos de conejo indican que cusativina es una 
potente RNAasa. 

220 

- Actividad inmunog&iica v esoecificidad inmunoldeica de la cusativina 

* 

Cusativina posee una fuerte actividad inmunogdnica que pennite obtener anticuerpos 
policlonales en conejo por los procedimientos standard (Harlow E.D. y Lane D.: Antibodies: 
A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. 1988). . 

* 

225 Un conejo de 2 kg se inyect6 con 0,5 mg de cusativina en emulsi6n de Freund completa. Las 
inyecciones se repitieron cada dos semanas con 0,5 mg de cusativina en emulsidn incompleta 
de Freund. Despues de dos meses de la primera inyeccidn los conejos se sangraron y de la 
sangre se separ6 el suero. Dicho suero racciond fuertemente en placas de inmunodifusi6n de 
agarosa al 1,4 % con cusativina pero no lo hizo con otras proteinas inactivadoras de 

230 ribosomas. 



c) inhibicion de la biosfntesis de proteinas 

Los estudios de inhibicidn de biosfntesis in vitro de proteinas se realizaron utilizando 
distintos sistemas acelulaies en las condiciones standard descritas en las correspondiemes 
referencias bibliogrlficas. 



240 
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Tabla 2. Efecto de cusativina sobre la biosfhtesis de proteinas llevada a cabo por distintos 
sistemas acelulares. 



Sistema acelular 



ICjo(ng/ml) Referenda bibliogrifica 



245 



Lisados de rcticulocitos 



de conejo 



18 



1 



250 higado de rata 



31 



1 



gerroen de trigo 



75 



1 



gennen de Vicia saliva L. 18 



gennen de Cucumis sativus L.' 



198 



1 



Escherichia coli 



125 



260 



Refs.: 1 .Arias y cols; Planta 186. 532-540 [1992]; 2.Arias y cols. Phytochemistry 30, 3185- 
3187 [1991]; 3.Girbes y cols. Metn. Enzymol. 59, 353-362 [1979]. 

ICjo indica la concentraci6n de proteina que provoca un 50 % de inhibici6n de biosfotesis de 
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265 proteinas en las condiciones standard de cada sistema acelular. Los experimentos se realizaron 
en las condiciones indicadas en las referencias bibliogrlficas. 



• El sistema acelular se obtuvo exactaraente como el de Vicia sativa y las condiciones de 
sintesis fueron las mismas que para Vicia sativa. 
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REIVINDICACIONES 

1. Procedimiento de obtencidn y aislamiento de la protefna cusativina de las semillas de la 

planta Cucumis sativum L. con acdvidad RNAisica del 2cido ribonucteico ribos6mico t de Mr 

• * 

aparente 22000, tipificada por sus propiedades su composition y sus efectos inhibidores. La 
protefna cusativina aislada de las semillas de la planta Cucumis sativus L. que inhibe la 
biosintesis de protefnas y que tiene los p6ptidos trfpticos siguientes: 
P6ptido N° 21: I-A-H-L-E-N-D-L-N-V-V-W-P-N-V-V-T-I-N-N-K 
P6ptido N° 19: S-F-T-H-G-L-W-P-N-K 
P6ptido N* 18: P-P-X-G-H-E-X-N-K 
Pdptido N° 13: Y-F-Q-T-A-I-N-M-R 

P6ptido N° 31: A-S-N-G-Q-V-L-L-T.E-I-V-M-X-F-D.D.D.X-X-T-L 

2. Procedimiento de obtencidn y aislamiento de la protefna cusadvina segun reivindiacacidn 
1 utilizada para la inactivaci6n in vitro de ribosomas de bacterias, plantas y de marafferos. 

3. Procedimiento de obtencidn y aislamiento de la protefna cusadvina segun reivindiacaciones 
1 y 2 utilizada para la inactivaci6n in vitro del icido ribonucl&co ribos6mico de bacterias, 
plantas y mamiferos. 

4. Procedimiento de obtencidn y aislamiento de la protefna cusadvina segiin reivindiacaciones 
1, 2 y 3 utilizada para la inhibicidn de la biosintesis de protefnas en c&ulas animales 
permeabilizadas por la infeccidn con virus animales. 
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5. Procedimiento de obtenci6n y aislamiento de la proteina cusativina segun reivindiacaciones 
1, 2, 3 y 4 utilizada para la 

construccidn de conjugados con otras especies quimicas con la finalidad de inhibir la 

* 

biosintesis de proteinas por inactivaci6 n in vivo de ribosomas de organismos eucariontes. 



6. Procedimiento de obtencidn y aislamiento de la proteina cusativina segun reivindiacaciones 
1, 2, 3, 4 y 5 utilizada para inhibir la propagacidn funcional, in vivo y en c£lulas intactas 
aisladas, de £cido ribonucldico en enfermedades provocadas o raantenidas por virus cuyo 
305 contenido gen£tico sea dcido ribonucl£ico. 



7. Procedimiento de obtenci6n y aislamiento de la proteina cusativina segun reivindiacaciones 
1, 2, 3, 4 y 5 utilizada, bien libre bien en fonna de conjugados con otras especies quimicas, 
para inactivar cglulas bianco especfficas en seres humanos y animales de experimentation. 



8. Procedimiento de obtencidn y aislamiento de la proteina cusativina segun reivindiacaciones 
1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 utilizando la secuencia interna de aminodcidos para prop6sitos de 
clonaci6n molecular del (los) gen(s) que codifican a la cusativina. 



315 9. Procedimiento de obtenci6n y aislamiento de la proteina cusativina segun reivindiacaciones 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 utilizdndola, modificada quimicamente por alquilaci6n y tiolaci6n para 
cualquiera de los propdsitos comtemplados en los puntos anteriores. 
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